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論文内容要旨
第璽章緒論
 ミオグロビン(Mb)は分子量約i7,000のヘムタンパク質で,心筋や骨格筋などの赤筋中に
 含まれ,酸素の貯蔵体として或いは酸素の拡散促進体として重要な役割を果たしている。ところ
 でミオグロビンが,酸素分子を可逆的に結合してオキシミオグロビン(MbO2)となることが出
 来るのは,そのヘム鉄が二価の状態にある場合である。
Mb+02MbO2(11
 しかし,このMbO2は容易に自動酸化され,0ヂの生成を伴ってヘム鉄が三価の状態のメトミオ
 グロビン(metMb)となり,その酸素結合能力を失ってしまう。
MbO2-metMb÷02(2)
 MbO2は結合酸素によって薗動酸化されるばかりではなく,種々の薬物によっても酸化され
 るが,invivoにおいて重要な意味をもつものは,過酸化物による酸化反応である。というのは,
 筋肉組織中には過酸化水素を直接。間接生成する代謝系が数多く存在するからである。グルコース
 酸化酵素などのフラビンを含む酵素からはH202が直接生成する他,筋肉中にぎっしり詰ま
 ったミトコンドリアの電子伝達系からは0〆の不均化反応由来の砺02の生成が知られている。
 また,その他の過酸化物として不飽和脂肪酸由来の過酸化脂質が考えられる。
 木柵究では,過酸化物のなかでもっとも単純な型(H-0-O-H)であり,かっ重要と思われる
 過酸化水素をとりあげる。まず,オキシミオグロビンに種々の濃度の過酸化水素を加え,その酸
 化当量や酸化速度,反応のpH依存性等を詳細に検討した。その結果,過酸化水素はMbのoxy一
 型と反応するよりもdeoxy一型と反応する可能性が示唆されたので,次にdeoxyMbと過酸化水素
 との反応性について検討し,反応機構を明らかにした。
 第2章過酸化水素によるMbO2の酸化反応
第一節序論
 オキシミオグロビン(MbO2)とH202との反応に関しては次の反応式が提唱されているが,
 その詳細な反応機構については未だ明らかではない。
十
 2MbO2+葺202+2登一→2metMb+202+2H20(3)
 ここではMbO2に対し壷量以下のH202を加えてその反応過程を追跡した。
 第二節桝料と方法
 実験にはoxy一型の純度95%以上のマッコウクジラMbO2標品を用いた。
第三節結果
 〔i〕反応過程の二相性
 MbO2の自動酸化(式{2))は一次反応であり,その反応速度定数はpH7.0,25℃ではkAエ
 7.88x10-3h-1である。このMbO2の自動酸化反応系に,当量以下の種々の濃度のH202
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 を加えると,MbQ2はさらに容易に酸化されてmetMbとなる。H202添加直後にMbO2は急激
 に酸化されるが,その速度は徐々に減少し,やがて一定の値となる二相性を示した。反応開始直
 後の急速なMbO2の酸化過程では,加えたH202の量と共にその速度は増大し,また酸化される
 MbO2の量も増加した。しかしそれに続く過程では,その反応速度は加えたH202量に依存せず
 H202を全く加えない時の自動酸化反応そのものの速度に等しくなった。このことは,H202によ
 るMbO2の酸化は反応の初期過程ですでに完了しており,それ以後は自動酸化反応のみが起きて
 いることを意味している。
 ②反応の化学量論
 加えたH202によるMbO2の酸化反応は,その反応の初期過程ですみやかに完了する。従って
 後期反応過程の一次プロットを時間t罵0へ外挿して得られる切片は,初期反応過程でH202に
 より酸化されたMbO2量に対応する。後期反応過程からの外挿直線は,次式で与えられる。
 一1n(〔MbO2〕砦/〔MbO2〕・)盟kA卜1n(卜fφ)(4)
 但しfφは加えた}{202によって酸化されるMbO2のfractionである。
 この外挿直線の切片一1n(1-fφ)から}{2021こよって酸化されるMbO2の量を求めた。その結
 果,.pR5・5～10.2の全領域において,1モルのH202により2モルのMbO2が酸化されるもの
 と結論された。
 ③初期反応過程の解析
 H202によるMbO2の酸化反応は,MbO2に関していずれのpHでも一次であった。そこでこ
む  
 の反応速度定数をkφとすると,初期過程の反応は,つぎのように書ける。
 〔MbO2〕七一〔MbO2〕.expぐ一k・お・・t)(5)
 そしてk賢はk'φを比例定数とすると次式で表されることがわかった。
 k㍗kA+ビφ〔H202〕.(6)
 ここでkAはMbO2本来の自動酸化反応の速度定数で,〔H202〕。蹴0の時の縦軸切片に相当す
 る。このようにして求められるk}φは,加えたH2021モル当りのMbO2の酸化速度定数に相当
 する。
 勾k'φのpH依存性
 pH5、5～io、2の広いpH領域にわたってk'φを測定した結果,k'φは反応のpRには依存せず
 一定の値として求まった。
 k'φ罵7.5(±2.0)×104hl一1M「
 従って反応速度にH+が直接関与することはないと結論された。
第四節考察
 metMbを多量に含む純度の低いMbO2標品をもちいた場合には,加えたH202の実効濃度が
 低下する現象がみられた。これは加えたH202の一部がmetMbによって消費されたためと考えられ
。.
 『考
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 第3章過酸化水素によるdeoxyMbの酸化反応
第一節序論
 H202によるMbO2の酸化反応が,次式(式(7))に示すように,共存するごく少量のdeoxy一
 型を酸化することによって進行しているのかどうかを明らかにする目的で,H202とdeoxyMb
 との反応を直接調べた。
K
 d圭ss
MbO2-02+Mb
し
H202(7)
metMb
 次に,反応生成物について検討した。H202は鉄二価のdeoxyMbを一電子酸化して直接,鉄
 三価のmetMbとするのか,それとも最終的にはmetMbとなるものの二電子酸化して,いったん
 は鉄四価のferrylMbにまで酸化するのか,このいずれであるのかを同定し,あわせて全体の反応
 機構を考察する。
 第二節材料と方法
 deoxyMbはNa2S204をもちいて反応混液中の酸素を除去することによって調整した。
第三節結果
 〔1〕deoxyMbとH202の反応
 鋤濃度25μM儲のH202を加えた時の,酸化反応の半徽tち(de・xy)を求め,これを
 oxyMbのものと比較した。その結果,deoxy一型のMbは,oxy一型のMbと比べて,200倍以
 上も酸化されやすいことが分った。
 このようにMbO2のH202による酸化反応が,すべてdeoxyMbを通して進行するものと考
 えると,k'φはdeoxyMbとH202との反応速度定数kφを用いて次式で書ける。
 Kdisピ
 k'ヂkφ[0,](8}
 ここでKdiSS-8.85×10㎜7-1.45×iO-6M,κφ一20.8s輔1M`1,〔02)一2、5×104Mで
 あるから,kφは
 kφ鶯3.6×iO3～5.9×iO3s畦M一!
 と計算される。
 ②反応生成物の検討
 25℃においてdeoxyMbに当量のH202を作用させた場合はmetMbが生成し,それ以外の反応
 生成物は確認できない。ところが,反応湿度を2℃に下げてdeoxyMbに詣量のH202を作用さ
 せると,ferry1Mbに特徴的なスペクトルが現れる。この事実からH202はdeoxyMbに作用して
 二電子酸化を行ない,まず鉄四価のferryl-Mbを形成するものと結論される。しかし,この£erryI
 Mbも直ちにdeoxyMbと反応して最終的にはすべてmetMbとなった。
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 以上からMbO2とH202の反応は次のように書ける。そして,この反応式は先に求めた化学量
 論関係も満たすことがわかった。
 2MbO2_2Mb+202〔9)
 Mb(猛}÷H202・ferrylMb(珊+20H一(10)
 ferrylMb(邸+Mb(∬)→2metMb(皿)(i1)
 +)20H一+2H+一2H20α2)
十
 2MbO2+H202+2H・2metMb+202+2H20
第四節
 H202はdeoxyMbのヘムポケット内に侵入し,空席になっている第六配位座に配位して,ヘ
 ム鉄から直接二電子を奪うものと考えられる。ところがoxy一型では酸素分子がヘム鉄の第六
 配位座を占めていることでH202の接近を妨げ,ヘム鉄を酸化から守っており,いわばprotector
 としてふるまっているものと考えられる。
第四章総合考察
 deoxyMbはoxyMbに比べて}{202によって200倍以上も酸化されやすいことが明らかとな
 った。従って筋肉紹織内においても,酸素の供給が十分でなくdeoxy一型を多く含む場合には,
 ミオグロビン!は過酸化物によってより容易に酸化され,その酸素結合能を失ってしまうであろう。
 筋肉末梢組織への十分な酸素の供給は細胞の好気的代謝の維持に重要であるばかりでなく,酸素
 貯蔵体としてのミオグロビン分子自身の酸化をも同時に保護していることになる。
 生体内では過酸化脂質もミオグロどンを酸化する強力な物質であるが,過酸化水素と違って長
 い炭素骨格を持っているので,ヘム鉄に直接配位してミオグロビンを酸化するにはstericな制限
 が生じるものと考えられ,過酸化水素とは異なる反応機構で進行する可能性がある。
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 論文審査の結果の要旨
 遊佐敬介提出の論文は,ヘム蛋白質であるミオグロビン(Mb)が過酸化物によって酸化され
 る反応を速度論的に解析し,その分子論的作用機構を明らかにすることを目的としたものである。
 ミオグロビンは脊椎動物の心筋や骨格筋などの赤筋中にあって,酸素分子の貯蔵体として重要
 な役割を果たしているが,この過程でMbが02を可逆的に結合できるのは,そのヘム鉄の原子
 価が2価の状態のときである。ところで,このオキシミオグロビン(MbO2)は,過酸化水素や
 過酸化脂質などによって容易に酸化されて,ヘム鉄の原子価が3価の状態のメトミオグロビン
 (metMb)となり,その酸素結合能を失ってしまう。特に赤筋中には,H202を生成する代謝系
 が数多く存在するので,このH202によるMbO2の酸化機構の解明は,単に生化学的な興味から
 ばかりではなく,筋肉組織の虚血性疾患との関連においても極めて重要な意味を持つものである。
 本研究では,まず筋肉組織からMbO2を単離精製し,その溶液に種々の濃度のH202を加えて,
 その酸化速度と酸化当量関係を25℃,0.1M緩衝液中で詳細に検討した。その結果H202はMb
 のoxy型よりもdeoxy型の方を100倍以上も早く酸化することが分った。従ってH202によ
 るMbO2の酸化反応は,MbO2溶液中に存在するごく少量のdeoxyMbの酸化を通じて進行する
 ことが明らかとなった。さらに,この反応を分光学的に追跡してみると,反応の中開過程には,
 ヘム鉄の原子価が4価の状態のferrylMb卿)が確認された。以上の結果をふまえ,H202はま
 ずMbO2溶液中のdeoxyMb(豆)に作用して二電子酸化を行い,これを五errylMb四とする。
 そしてこのferrylMb(酬は直ちにもう一分子のdeoxyMb(鋤を酸化して,最終的には2分子の
 metMb皿となるとする全く新しい反応機構を確立した。
 以.L,本論文は,本人が自立して研究活動を行うのに必要な高度の研究能力と学識を有するこ
 とを示している。よって,遊佐敬介提出の論文は理学博士の学位論文として合格と認める。
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